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“Everything I’ve ever let go of has claw marks on it.” 







ADAM23 é uma glicoproteína transmembrana tipo I expressa no encéfalo 
durante o desenvolvimento embrionário e na fase adulta, majoritariamente como uma 
proteína de superfície celular com provável localização em áreas de contato 
intercelular. Esta proteína atua em processos de adesão, crescimento de neuritos e 
arborização dendrítica e no tráfego e expressão de LGI1 na superfície celular 
neuronal, sugerindo que a endocitose de ADAM23 pode ser um mecanismo regulador 
dos receptores da membrana plasmática. A regulação da quantidade de ADAM23 na 
superfície celular através da reciclagem ou degradação pode influenciar nas 
interações proteína-proteína que afetam a transdução de sinal e os mecanismos 
celulares, como a adesão e a migração celular. Portanto, decidimos investigar as 
propriedades de internalização, reciclagem e meia-vida da proteína ADAM23. Com 
essa finalidade foram realizados ensaios de biotinilação, seguidos do ensaio de 
internalização de ADAM23 em células N2A. A abordagem experimental de marcação 
da superfície das células revelou que aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada 
é internalizada dentro de 60 min (1h), indicando que a proteína é constitutivamente 
internalizada a partir da membrana plasmática, sendo observada somente a forma 
madura de 70KDa na membrana. Complementarmente, um ensaio baseado em 
anticorpos, verificamos que o ADAM23 é reciclado dos compartimentos internos para 
a membrana plasmática. Em adição, observamos que ADAM23 foi detectada nos 
lisados de células N2A tratadas com cicloheximida em todos os momentos, se 
mantendo estável por pelo menos 24 horas após o tratamento. Este dado indica que 
a proteína ADAM23 possui uma alta estabilidade, com meia-vida superior a 24 horas 
em células N2A. Em resumo, os resultados apresentados neste estudo sugerem que 
ADAM23 é uma proteína de meia-vida longa capaz de ser constitutivamente 
internalizada e reciclada à membrana plasmática. 
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ADAM23 is a type I transmembrane glycoprotein expressed in the brain during 
embryonic development and in adulthood, mostly as a cell surface protein with 
probable localization in areas of intercellular contact. This protein acts in adhesion 
processes, neurite growth and dendritic arborization. In addition ADAM23 has been 
involved in the traffic and expression regulation of LGI1 on the neuronal cell surface, 
suggesting that ADAM23 endocytosis may be a regulatory mechanism for plasma 
membrane receptors. Because the regulation of the amount of ADAM23 on the cell 
surface through recycling or degradation could influence protein-protein interactions 
at cell surface and thereof affect signal transduction, we decided to investigate the 
internalization, recycling and half-life properties of the ADAM23 protein. For this 
purpose, biotinylation assays were performed, followed by the ADAM23 internalization 
assay in N2A cells. The experimental approach of protein labeling on the cell surface 
revealed that approximately 75% of biotinylated ADAM23 is internalized within 60 min, 
indicating that the protein is constitutively internalized from the plasma membrane. As 
expected, only the 70 kDa mature form of ADAM23 was labeled in the membrane and 
detected after internalization. Employing an antibody-based assay, we also found that 
ADAM23 is recycled from the intracellular compartments to the plasma membrane. In 
addition, after pharmacological blocking of protein synthesis by cycloheximide we 
observed that ADAM23 remained stable for at least 24 hours, indicating that ADAM23 
has a high stability property. In summary, the results presented in this study suggest 
that ADAM23 is a long half-life protein capable of being constitutively internalized and 
recycled back to the plasma membrane. 
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1.1 CONTEXTO E PROBLEMA 
 
ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma família de proteínas de 
membrana que recebe seu nome devido ao seus domínios metaloprotease, que 
executa  funções proteolíticas, e desintegrina que atua como  receptor de superfície. 
As proteínas dessa família estão envolvidas em processos celulares como migração, 
adesão, desenvolvimento e sinalização célular. A importância das ADAMs é  
evidenciada pela essencialidade de alguns membros dessa família para que os 
eventos de fertilização, neurogênese e miogênese ocorram. (SEALS & 
COURTNEIDGE, 2003; YANG et al., 2006; EDWARDS et al., 2008; REISS & SAFTIG, 
2009; GIEBELER & ZIGRINO, 2016). 
Tendo em vista que as funções executadas pelas ADAMs ocorrem 
principalmente na superfície celular, é importante caracterizar os mecanismos que 
regulam a disponibilidade, a localização e a atividade destas proteínas, como os 
processos de internalização, reciclagem e meia-vida (NASLAVSKY & CAPLAN, 
2018).  
Um exemplo de como o processo de reciclagem desempenha um papel 
importante na regulação da atividade das proteínas da família pode ser visto para 
ADAM9. O knockdown de SNX9, proteína que atua na internalização ADAM9, resulta 
em maiores níveis  ADAM9 na superfície celular e leva a um aumento correspondente 
na clivagem do receptor de Ephrin B4, um substrato conhecido de ADAM9 (MYGIND 
et al., 2018). 
O processo de endocitose e  o processo de reciclagem foram estudados para 
as ADAMS 9, 10, 12, 17 e apresentaram características semelhantes, como a 
internalização pela via de clatrina (MARCELLO et al., 2013; DOMBERNOWSKY et 
al., 2015; MYGIND et al., 2018), sugerindo que a endocitose e propriedades de 
reciclagem são um mecanismo comums entre estas proteínas. 
Mesmo com os estudos acima mencionados ADAMs importantes para o 
desenvolvimento e atividade das células animais ainda não tiveram sua cinética de 
internalização e reciclagem estudadas, um exemplo são as ADAMs 23, 11, e 22, 
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membros da família ADAM expressos predominantemente no sistema nervoso com 
domínio metaloprotease aparentemente inativo. 
ADAM23 é uma proteína importante em processos celulares fisiológicos como 
adesão celular (CAL et al., 2000) e neuritogênese (SUN et al., 2007; OWUOR et al., 
2009; WANG et al., 2017) assim como seu envolvimento em processos patológicos 
que resultam em doenças como hipertrofia cardíaca (XIANG et al., 2018), epilepsia 
(OWUOR et al., 2009; YAMAGATA & FUKAI, 2020), e a progressão de diferentes 
tipos de câncer (COSTA et al., 2015; MA et al., 2018; OTA et al., 2016). Dadas as 
importantes funções atribuídas a ADAM23 na membrana celular é de grande 
interesse estabelecer as propriedades de internalização, reciclagem e meia-vida da 
ADAM23 e como estes processos podem regular a transdução de sinal na superfície 




1.2.1 Objetivos gerais  
 
Analisar a perfil de internalização e reciclagem da proteína ADAM23  
 
1.2.2 Objetivos específicos  
 
● Analizar a cinética de internalização da proteína ADAM23 em uma linhagem 
neuronal (Neuro-2a). 
 
● Avaliar a capacidade da proteína ADAM23 em ser reciclada na linhagem celular 
Neuro-2a. 
 
● Analizar a meia-vida da proteína ADAM23. 
 
1.3 JUSTIFICATIVA  
 
A proteína ADAM23 é um membro da família ADAM expresso 
predominantemente no sistema nervoso, e nessa região parece desempenhar 
múltiplos papéis biológicos e interagir com diversos parceiros moleculares, atuando 
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como molécula de adesão, sendo capaz de interagir com integrinas e estimular a 
diferenciação de células de linhagens neuronais (SAGANE et al., 1998; CAL et al., 
2000; WANG et al., 2017). 
A presença de ADAM23 na superfície celular já foi descrita em outros estudos, 
sendo encontrada majoritariamente em sua forma madura (70 KDa) dentro das balsas 
lipídicas em neurônios cultivados e linhas celulares neuronais (Borgonovo et al., 
2018).  
Além de seu papel como ligante de integrina amplamente estudado, 
recentemente foi demonstrado que ADAM23 interage com a proteína LGI1 na 
superfície celular neuronal (HIVERT et al., 2019). LGI1 é uma glicoproteína secretada 
que interage com membros da família ADAM, incluindo ADAM11, ADAM22 e 
ADAM23 (Fukata et al., 2006; Owuor et al., 2009; Sagane et al., 2008). 
Encefalites autoimunes são doenças inflamatórias causadas pela expressão 
de anticorpos contra proteínas da superfície celular neuronal, canais ou receptores 
iônicos resultando em sintomas neuropsiquiátricos. Uma das encefalites autoimunes 
mais comuns é consequente da expressão de anticorpos contra LGI1 (IRANI et al., 
2010; LAÍ et al., 2010). Pacientes com esse distúrbio geralmente apresentam 
convulsões distônicas ou hiponatremia que precedem ou se desenvolvem juntamente 
com a síndrome do núcleo da disfunção límbica (IRANI et al., 2013).  
Usando frações de IgG pacientes com encefalite anti-LGI1, Petit-Pedrol e 
colaboradores (2018) demonstraram que todas as IgG derivadas de pacientes 
reagiram fortemente a domínios de LGI1 (LRR e EPTP)  impedindo a ligação de LGI1 
a ADAM23. Evidenciando a importância da disponibilidade de ADAM23 na superfície 
celular.  
 A presença e a regulação da quantidade de ADAM23 na superfície celular 
parece também ser importante para o controle da força das sinapses excitatórias. 
Fukata e colaboradores (2010) e Lovero e colaboradores (2015) propõem um modelo 
onde LGI1 seria parte de um complexo trans-sináptico ligando ADAM22 pós-sináptica 
a ADAM23 pré-sináptica, controlando a força das sinapses excitatórias. Nestes 
complexos as ADAM23 e ADAm22 também parecem atuar como receptores 
associados a complexos pré-sinápticos e axonais contendo canais Kv1.1 e complexos 
pós-sinápticos contendo AMPAR, respectivamente.  
A expressão de ADAM22 e ADAM23 também é descrita como um forte 
modulador do direcionamento de LGI1, sugerindo que a associação com proteínas 
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ADAM23 é necessária para a ancoragem de LGI1 na superfície celular. Hivert e 
colaboradores (2018) demonstram que ADAM23 e ADAM22 estão atuando no tráfego 
LGI1 na saída do RE, processamento de N-glicosilações e no transporte vesicular 
axonal da proteína LGI1. A capacidade de ADAM23 em promover o direcionamento 
e ancoragem de LGI1 levanta a questão se processos como a endocitose da proteína 
ADAM23 poderia ser um mecanismo regulador de LGI1 e/ou outras da dos receptores 
da membrana plasmática. 
Entre todas as funções atribuídas a ADAM23 em processos fisiológicos e 
patológicos, a importância desta proteína e da sua disponibilidade na superfície 
celular parece ser evidente. No entanto, dados relativos a sua renovação, capacidade 
de internalização ou estabilidade são atualmente desconhecidos. Portanto, decidimos 


























2 REVISÃO TEÓRICO-EMPÍRICA  
 
2.1 CARACTERÍSTICAS DAS PROTEÍNAS METALOPROTEASES 
DESINTEGRINAS 
 
ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma família de glicoproteínas 
transmembranas tipo I, caracterizada por possuir uma topologia única, composta por 
um pró-domínio, um domínio metaloprotease, um domínio desintegrina, uma região 
rica em cisteína, um domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal, uma 
região transmembrana e cauda citoplasmática, em uma única sequência peptídica 
(Figura 1) (SEALS, 2003; EDWARDS et al., 2008; GIEBELER & ZIGRINO, 2016). 
 
FIGURA 1 - ESTRUTURA DAS PROTEÍNAS  ADAM (A DISINTEGRIN AND METALLOPROTEASE) 
 
ADAMs possuem um pró-domínio, um domínio metaloprotease, um domínio desintegrina, uma região 
rica em cisteína, um domínio semelhante ao fator de crescimento epidermal, uma região 
transmembrana e cauda citoplasmática, em uma única sequência peptídica. (SEALS, 2003; 
EDWARDS et al., 2008; GIEBELER & ZIGRINO, 2016). 




 As ADAMs fazem parte da superfamília metzincina, que juntamente com as  
superfamílias: gluzincina, metzincina e aspizincina, compõem o grupo de 
metaloproteases dependentes de zinco. A superfamília metzincina é composta pela 
família das metaloproteases de matriz (MMP); pela família das adamalisinas 
(subdividida em ADAMs, ADAMTS (ADAMs com motivo trombospondina) e 
reprolisinas); pela família das astacinas  e, pela família das serralisinas (HUXLEY-
JONES et al., 2007).  
Um domínio metaloprotease ativo confere às ADAMs funções proteolíticas, 
habilitando-as a promover clivagem do ectodomínio de proteínas da superfície celular. 
O domínio desintegrina, por sua vez, possibilita aos membros da família atuarem 
como receptores de superfície. A complexidade e variedade de seus domínios 
possibilita que membros dessa família atuem na regulação da migração, adesão, 
desenvolvimento e sinalização celular, participando em funções celulares de extrema 
importância, como fertilização, neurogênese e miogênese (YANG et al., 2006; REISS 
& SAFTIG, 2009).  
Além de sua atuação em eventos fisiológicos, ADAMs também estão 
envolvidos em eventos patológicos, como inflamação, infecção, doenças cardíacas, 
anomalias neurológicas e no câncer. (SEALS & COURTNEIDGE, 2003; EDWARDS 
et al., 2008; MURPHY, 2009; GIEBELER & ZIGRINO, 2016). 
 
2.2 PROCESSAMENTO E ATIVAÇÃO 
  
As ADAMs, possuem uma sequência sinal na região N-terminal que as 
direciona para a via de secreção. Estas proteínas são então sintetizadas no retículo 
endoplasmático e seguem para maturação no Golgi (SEALS, 2003). Inibidores 
farmacológicos da via secretora precoce, como brefeldina A e monensina, bloqueiam 
o processamento de ADAM9 e ADAM15, posicionando assim a localização do 
processamento e ativação de ADAMs na rede trans-Golgi (LUM et al., 1998; 
ROGHANI et al., 1999; HOWARD et al., 2000; KANG et al., 2002). 
Membros da família ADAM  são sintetizados como proenzimas, nas quais a 
latência é mantida por seus pró-domínios auto inibitórios. A remoção do pró-domínio 
através do processamento proteolítico transforma a pró-proteína em sua forma 
cataliticamente ativa. Dois mecanismos foram propostos para a ativação das 
proenzimas da família ADAM. Uma é a remoção do pró-domínio por autocatálise, o 
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que foi demonstrado para a ADAM8 (SCHLOMANN, et al., 2002) e ADAM28 
(HOWARD; MACIEWICZ; BLOBEL, 2000). O segundo é o processamento em um 
local de clivagem canônico para furina (RXXR) entre o domínio pró e metaloprotease, 
proposto e demonstrado como um pré-requisito para a ativação de várias ADAMs, 
incluindo ADAM9 (ROGHANI et al, 1999), ADAM12 (LOECHEL et al, 1998), ADAM15 
(LUM, REID, BLOBEL, 1998), ADAM17 (SCHLÖNDORFF, BECHERER, BLOBEL, 
2000) e ADAM19 (KANG et al, 2002). Wong e colaboradores (2015) sugerem outro 
ponto crucial de clivagem para a ativação de proteínas da família ADAM, localizado a 
montante em relação ao ponto de clivagem canônico. Segundo os pesquisadores, o 
processamento neste novo sítio precisa ocorrer para permitir que o pró-domínio se 
dissocie do domínio catalítico na ADAM17. Segundo os pesquisadores a remoção do 
pró-domínio ocorre no compartimento trans Golgi e o primeiro evento de clivagem é 
realizado por furina ou pró-proteínas convertases (PCs) no sítio de clivagem a 
montante (Figura 2, B). Isso leva a alterações conformacionais, que expõem o sítio a 
jusante para uma clivagem rápida por PC (Figura 2, C) e a ADAM ativada é 
transportada para a membrana (D). As mutações no sítio regulatório a montante não 
impedem o processamento do sítio a jusante (canônico) no entanto, causam uma 
redução drástica na atividade catalítica em ADAM17, ADAM10 e ADAM9. (WONG et 
al., 2015). 
A metaloprotease e desintegrina fertilina (ADAM1) possui um processamento 
alternativo. A subunidade α da fertilina contém um local previsto de clivagem pró-
proteína convertase (RX(K/R)R) entre o domínio metaloprotease e o domínio 
desintegrina e é processado na via secretora, ao lado desse local de clivagem, 













FIGURA 2 - ATIVAÇÃO DAS PROTEÍNAS ADAM POR REMOÇÃO DO PRÓ-DOMÍNIO.  
 
As ADAMs são geradas como uma pró-enzima inativa com um domínio pró-inibidor autoinibitório 
(domínio em azul). A remoção do pró-domínio ocorre no compartimento trans Golgi (A) e o primeiro 
evento de clivagem é realizado por PCs no sitio de clivagem a montante (B, linha azul). Isso leva a 
alterações conformacionais, que expõem o sítio de clivagem a jusante (linha amarela) para que ocorra 
a segunda clivagem e a liberação do pró domínio (C). A ADAM ativada é transportada para a membrana 
(D) para que possa atuar na remoção de ectodomínio de outras proteínas (E). No entanto, quando 
apenas o sitio a jusante é clivado (F), o pró-domínio permanece ligado ao domínio metaloprotease 
(domínio em amarelo), formando assim uma proteína inativa (G) que é entregue à membrana (H), mas 
é incapaz de clivar os seus substratos na superfície celular (I). 







2.3 DOMÍNIOS DAS DESINTEGRINAS METALOPROTEINASES (ADAMS) 
 
2.3.1 O pró-domínio 
 
A porção N-terminal das ADAMs contém uma sequência sinal responsável 
por direcionar estas proteínas para a via secretora, além de atuar como um domínio 
importante na maturação dos ADAMs. Primeiramente, o prodomínio mantém o sítio 
metaloprotease das ADAMs inativo, através de um interruptor de cisteína. Um resíduo 
de cisteína conservado dentro do prodomínio coordena o átomo de zinco no local 
ativo necessário e, assim, sequestra o domínio da metaloprotease em uma 
conformação inativa. As PCs clivam o prodomínio do restante da proteína, levando a 
coordenação do zinco para o domínio metaloprotease, disponibilizando-o para 
atividade catalítica (WART & BIRKEDAL-HANSEN 1990; BECKER et al., 1995). 
Ademais, Moss e colaboradores (2007) relatam que o prodomínio de ADAM10 de 
camundongo apenas inibe fracamente outros membros da família ADAM e não inibem 
os membros da família da metaloproteinase da matriz em condições semelhantes, 
sugerindo que os pro domínios das proteínas ADAMs atuam como inibidores 
seletivos. 
Outra função do prodomínio é atuar como chaperona no dobramento adequado 
das ADAMs, particularmente no domínio da metaloprotease. Uma construção 
ADAM10 sem o seu prodominio é cataliticamente inativa in vivo. Mas quando é co-
transfecção juntamente com uma construção que expressa apenas o prodomínio de 
ADAM10, se torna proteoliticamente ativa (ANDERS et al. 2001). Da mesma forma, 
Milla e colaboradores (1999) mostram que a remoção do prodomínio de ADAM17 gera 
uma proteína sem atividade proteolítica. Além disso, uma forma da proteína ADAM12 
sem prodomínio, não é secretada pela célula, permanecendo no sistema 
endomembranar inicial, mas a deleção dos domínios prodomínio e metaloprotease 
permite a secreção da proteína (LOECHEL et al. 1999). Estes dados sugerem que as 
construções de deleção do prodomínio são sintetizadas de forma inativa porque são 
dobradas incorretamente durante a síntese, sugerindo a necessidade do prodomínio  
para manter a latência destas proteínas além de auxiliar no dobramento adequado 
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das ADAMs, na estruturação do sítio ativo catalítico e no trânsito adequado das 
ADAMs pela via secretória. 
 
2.3.2 O domínio metaloprotease 
 
O sítio ativo do domínio metaloprotease encontrado na superfamília metzincina 
contém átomos de água e zinco necessários para o processamento hidrolítico de 
substratos e é localizado a jusante em relação ao pró-domínio. Este domínio 
apresenta um sítio ativo consenso (sequência HEXXHXXGXXHD), onde três 
histidinas ligam-se ao zinco e um resido de ácido glutâmico atua como base catalítica. 
Uma metionina conservada se situa alguns aminoácidos, a jusante em relação ao sítio 
catalítico, se insere no cerne da estrutura formada pelo sítio consenso quando ligado 
ao zinco (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
 O sítio catalítico é altamente conservado entre as várias metzincinas, no 
entanto, para que as proteínas possam conferir especificidade para substratos e 
inibidores de protease, características estruturais distintas são observadas nos 
diferentes membros da família (STÖCKER et al., 2008). A partir de suas definições 
estruturais, prevê-se que 12 ADAMs humanas sejam proteoliticamente ativas 
(MASKOS et al., 1998; STÖCKER et al., 2008). 
Algumas moléculas são capazes de agir como inibidores da atividade da 
metaloprotease das ADAM, atuando como agentes redutores ou agentes quelantes 
de zinco. Uma das classes de inibidores de MMPs e ADAMs  são os inibidores à base 
de hidroxamato que atuam promovendo a inibição se ligando competitivamente ao 
local ativo. (MASKOS et al. 1998; revisado por MOSS et al. 2001). Os inibidores 
teciduais de metaloproteases, ou TIMPs, são reguladores endógenos das MMPs em 
geral (BREW et al., 2000). A TIMP-3 em particular, inibe a ADAM17 (AMOUR et al., 
2000), ADAM12 (LOECHEL et al., 2000), ADAM10 (também inibida por TIMP-1) 
(AMOUR et al., 2000), ADAM-TS4 e a ADAM-TS5 (KASHIWAGI et al., 2001). As 
ADAM8 e ADAM9, por sua vez, não são inibidas por nenhuma TIMP (AMOUR et al., 
2002). 
Turk e colaboradores (2001) examinaram através de bibliotecas de peptídeos 
os sítios de clivagem de seis membros da família MMP. Os dados obtidos sugerem 
que as MMPs apresentam especificidade inata por sítios de clivagem particulares, 
entretanto, é esperado que outros fatores como a colocalização das MMPs em 
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membranas celulares com proteínas de superfície, como integrinas e com furinas nos 
contatos com substratos, apresentam um papel importante na seleção de substratos 
(PUYRAIMOND et al., 2001; MU et al., 2002; MAYER et al., 2003). 
2.3.3 O domínio desintegrina 
 
O domínio desintegrina é nomeado por sua semelhança com as desintegrinas 
de veneno de serpentes (DVS), nas quais está envolvido na ligação de receptores de 
integrina plaquetária. O domínio desintegrina das proteínas ADAMs tem de 60-90 
aminoácidos (WHITE, 2003). Os domínios desintegrina DVS é constituído de 50-90 
aminoácidos e está envolvido em ligações com integrinas por meio do seu motivo 
RGD (HUANG, 1998; PRIMAKOFF & MYLES, 2000; TAKEDA et al., 2012). Embora 
todas as desintegrinas de veneno de serpentes apresentem o motivo RGD, (dentro 
de um trecho de 13 aminoácidos chamado de loop de desintegrina, que se projeta da 
superfície da proteína e confere ligação aos receptores de integrina αIIbβ3 e αvβ3) 
(BLOBEL et al., 1992), apenas a ADAM15 humana dapossui o motivo RGD, que 
permite sua associação com αvβ3 e α5β1 (ZHANG et al., 1998; WHITE, 2003; LU et 
al., 2006), levando a suposição de que outras sequências de aminoácidos na região 
desintegrina seriam responsáveis por conferir às ADAMs suas propriedades de 
promoção de adesão e migração pela ligação com integrinas (CAL et al., 2000; ETO 
et al., 2000; ETO et al., 2002; BAX et al., 2004; ZHAO et al., 2004; HUANG et al., 
2005; ZIGRINO et al., 2007). 
 
2.3.4 Os domínios rico em cisteína e semelhante ao fator de crescimento epidermal 
(EGF-like)  
 
É provável que as funções específicas do domínio rico em cisteína sejam 
complementar a capacidade de ligação e conferir maior especificidade às interações 
mediadas pelo do domínio desintegrina. Por exemplo, o domínio rico em cisteína da 
ADAM12 promove a adesão de fibroblastos e mioblastos (ZOLKIEWSKA, 1999), além 
de promover a ligação in vitro de várias linhas celulares tumorais, bem como uma 
variedade de células não tumorigênicas de origem óssea e muscular (IBA et al., 1999, 
2000). Além disso, o domínio desintegrina parece atuar como um andaime para os 
domínios vizinhos, como exemplo, Loechel e colaboradores (1999) mostram que o 
prodomínio da ADAM12 humana modula a atividade do domínio metaloprotease.  
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 Pouco se sabe sobre o domínio semelhante ao fator epidermal encontrado em 
vários membro da família ADAM. ADAM17 e a ADAM10 são membros atípicos da 
família ADAM devido à falta do domínio rico em cisteína nestas proteínas, supõe-se 
que o domínio do semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF-like), esteja 
participando na remoção do prodomínio (MILLA et al., 1999) e no reconhecimento de 
substratos (JANES et al., 2005; REDDY et al., 2000), assumindo funções 
normalmente relacionadas com o domínio rico em cisteína em outras ADAMs 
(TAKEDA., 2009; JANES et al., 2005). 
Lorezen e colaboradores (2011) demonstraram que a multimerização de 
ADAM17 é mediada pelo domínio semelhante ao EGF. Além de sua função na 
multimerização, o domínio semelhante ao EGF está envolvido no reconhecimento do 
substrato (JANES et al., 2005; REDDY et al., 2000) e na ativação da enzima, 
facilitando a remoção do pró-peptídeo inibitório do domínio catalítico (MILLA et al., 
1999). 
 
2.3.5 Domínio transmembrana e cauda citoplasmática 
 
As caudas citoplasmáticas da família ADAMs são altamente variáveis tanto 
em comprimento quanto em sequência, apresentando de 11 até 231 resíduos, como 
é o caso das ADAMs 11 e 19 respectivamente. Estas caudas são ricas em prolina, 
serina, ácido glutâmico e/ou lisina e contém motivos especializados envolvidos na 
regulação de dentro para fora da atividade de metaloprotease, da sinalização celular 
e no controle da maturação e localização subcelular (SEALS & COURTNEIDGE, 
2003; EDWARDS et al., 2008).  
Os motivos mais comuns são os locais de ligação a PxxP para proteínas 
contendo o domínio SH3. Esses locais de ligação a SH3 estão presentes nas ADAMs 
humanas 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 22, 29 e 33. Este domínio também pode 
apresentar resíduos de serina-treonina e/ou tirosina, nesse caso, atuando como sítio 
de ligação à proteínas que possuem o domínio SH2. Consequentemente, as ADAMs 
podem servir funções adaptadoras para montar complexos de proteínas em locais 
críticos de atividade funcional (SEALS, 2003; YANG et al., 2006). 
As ADAMs podem ser expressas em diferentes isoformas, resultantes de 
processamento alternativo (SAGANE et al. 1998; GODDE et al., 2007; CERRETTI et 
al. 1999) tendo de duas a três formas que variam somente no comprimento de suas 
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caudas citoplasmáticas. Em outras ADAMs o splicing alternativo produz isoformas 
sem domínio transmembrana que pode ser secrecratadas ou citoplasmáticas 
(KATAGIRI et al. 1995; SEALS & COURTNEIDGE, 2003; VAN EERDEWEGH et al. 




A proteína ADAM23 é amplamente expressa no sistema nervoso, do 
desenvolvimento embrionário a fase adulta, em camundongos é encontrada em 
grandes quantidades no hipocampo, no córtex cerebral e giros denteados, em células 
piramidais hipocampais (regiões CA1/CA3), no estriado do encéfalo, em células de 
Purkinje e células granulares cerebelares, gânglios basais e em neurônios e células 
de Schwann do sistema nervoso periférico (BORGONOVO et al., 2018; SAGANE et 
al., 1998; 1999; LEIGHTON et al., 2001; GOLDSMITH et al., 2004; LIN et al., 2008; 
OWUOR et al., 2009; DHAUNCHAK et al., 2010; MARKUS et al., 2011; KEGEL et al., 
2014) 
Em galinhas ADAM23 é expressa em regiões restritas do neuroepitélio, 
substância cinzenta, glândula pineal, plexo coroide, em neurônios motores da medula 
espinhal e neurônios sensoriais da raiz de gânglios dorsais (LIN et al., 2008; LIN et 
al., 2010; MARKUS et al., 2011)  
 ADAM23 é expressa majoritariamente como uma proteína de superfície 
celular com provável localização em áreas de contato intercelular, sendo encontrada 
dentro e fora dos lipid-rafts. (BORGONOVO et al., 2018). A proteína ADAM23 pode 
ser encontrada em duas formas 100 kDA (não processada) e 70 kDA (processada, 
sem pró-dominio) em lisados de diferentes regiões do encéfalo e linhagens celulares. 
A maior expressão de uma das duas formas também varia com o tipo celular 
(GOLDSMITH et al., 2004; BORGONOVO et al., 2018). 
ADAM23, assim como as ADAMs 11 e 22 são exemplos de membros da família 
ADAM expressos predominantemente no sistema nervoso com domínio 
metaloprotease aparentemente inativo, tendo em vista que não apresentam 3 
resíduos de histidina nem o resíduo do ácido glutâmico que fazem parte do sítio de 
ligação ao zinco, que é característico das metaloproteinases. Esse domínio 
possivelmente atua promovendo o dobramento correto da molécula e nas interações 
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com outras proteínas (RAWLINGS & BARRETT, 1995; KÄRKKÄINEN et al., 2000; 
SAGANE et al., 1998; YANG et al., 2006; EDWARDS et al., 2008).   
A proteína ADAM23 parece desempenhar múltiplos papéis biológicos e 
interagir com diversos parceiros moleculares. O domínio desintegrina parece ser o 
grande responsável por mediar as funções e interação específicas de ADAM23, 
permitir sua atuação como molécula de adesão,  por meio de um sítio independente 
do motivo RGD (SAGANE et al., 1998; CAL et al., 2000). Cal e colaboradores (2000) 
relatam que ADAM23 interage in vitro com a integrina αvβ3 e promove a adesão de 
neuroblastomas humanos (NB100 e SH-Sy5y) por meio da sequência de aminoácidos 
(AVNECDIT) na alça da desintegrina. Verbisck e colaboradores (2009) mostraram 
que células MDA-MB 435 com expressão de ADAM23 bloqueada apresentam um 
aumento na ativação da integrina αvβ3, resultando num maior potencial adesivo e 
migratório destas células na presença de vitronectina e fibronectina, mostrando a 
atuação da ADAM23 na modulação negativa da integrina αvβ3. Recentemente o 
domínio desintegrina-like da ADAM23 foi caracterizado como ligante também das 
integrinas α4β1 e α4β7, promovendo adesão de linfócitos T e B humanos (WANG et 
al., 2017). 
Além de seus papéis enquanto molécula de adesão, ADAM23 parece ser 
importante em processos ligados a comprometimento celular, sendo decisiva na 
diferenciação de células P19 (linhagem multipotente de carcinoma embrionário de 
camundongo capaz em neurônios-like quando induzidas por ácido retinóico), 
apresentando uma distribuição polarizada na parte proximal dessas durante a 
formação dos neuritos (SUN et al., 2007). Complementarmente, a ausência de 
ADAM23 (knockdown) faz PC19 permaneça na fase G1 do ciclo celular e a indução 
por ácido retinóico reduz os níveis de expressão da proteína ADAM23 (WANG et al., 
2012). 
Owuor e colaboradores (2009) demonstraram que o crescimento de neuritos e 
de arborização dendrítica, em cultura primária de neurônios hipocampais e corticais, 
estão aumentados quando mediados por LGI1 (Leucine rich glioma inactivated 1) na 
presença de ADAM23, em contrapartida na ausência de ADAM23 o crescimento de 
neuritos e a arborização dendrítica são reduzidos drasticamente. 
LGI1 é uma glicoproteína secretada predominantemente expressa em tecidos 
neurais; sua expressão é reduzida em tumores cerebrais de baixo grau e é 
significativamente reduzida ou ausente em gliomas malignos. LGI1 possui repetições 
25 
 
ricas em leucina e epitempina (EPTP) capazes de interarir com membros da família 
ADAM, incluindo ADAM11, ADAM22 e ADAM23 (Fukata et al., 2006; Owuor et al., 
2009; Sagane et al., 2008). 
Fukata e colaboradores (2010) e Lovero e colaboradores (2015) propõem um 
modelo onde LGI1 seria parte de um complexo trans-sináptico ligando ADAM22 pós-
sináptica a ADAM23 pré-sináptica, controlando a força das sinapses excitatórias. A 
expressão de ADAM22 e ADAM23 também é descrita como um forte modulador do 
direcionamento de LGI1, sugerindo que a associação com proteínas ADAMs não é 
necessária apenas para a ancoragem de LGI1 na superfície celular, mas também 
estão atuando em seu tráfego, incluindo saída do RE, processamento de N-
glicosilações e transporte vesicular axonal (HIVERT et al., 2018).  
Tomados em conjunto estes resultados evidenciam o papel crucial de ADAM23 
no sistema nervoso. De fato esta proteína se mostra essencial, tendo em vista que  
camundongos nocautes para o gene adam23 apresentam tremores e ataxia e embora 
não apresentem má formação no encéfalo, morrem em aproximadamente duas 
semanas após o nascimento (MITCHELL et al., 2001), sugerindo um papel 
fundamental  dessa proteína no desenvolvimento do sistema nervoso (MITCHELL et 
al., 2001; OWUOR et al., 2009; KEGEL et al., 2014). 
Análises por espectrometria de massas demonstraram que muitas proteínas 
envolvidas na adesão celular e em neuritogênese estão presentes nas mesmas 
regiões especializadas de membrana nas quais a proteína príon celular (PrPc) é 
expressa, sendo ADAM23 uma das proteínas presentes no encéfalo de camundongos 
e que atua como possível parceira de PrPc (SCHMITT-ULMS et al., 2004). 
De fato, Costa e colaboradores (2009) descreveram a interação entre 
ADAM23 e PrPc através de ensaios de co-imunoprecipitação e de pull-down. O 
mesmo trabalho também caracterizou o domínio desintegrina presente em ADAM23 
como o sítio de ligação direta ao PrPc, sugerindo assim uma possível parceria 
molecular, de função ainda desconhecida, entre estas proteínas no sistema nervoso. 
A proteína príon celular é uma sialoglicoproteína localizada na superfície 
celular, onde é ligada a bicamada lipídica via âncora de glicosil-fosfatidilinositol (GPI), 
sendo encontrada nos microdomínios lipid rafts ou regiões de membrana resistentes 
à determinados detergentes. Apesar de ser amplamente expressa no sistema nervoso 
central e de estar envolvida em uma série de doenças neurodegenerativas seu papel 
em processos fisiológicos ainda se mostrar elusivo (TARABOULOS et al., 1995; VEY 
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et al., 1996; NASLAVSKY et al., 1997; PRUSINER, 1998; TAYLOR & HOOPER, 
2007). 
Os mecanismos referentes a endocitose de PrPc são bastante estudados.  
Como o PrPc é uma proteína ancorada em GPI e carece de domínio intracelular que 
medeia sua internalização a macromolécula possui vários parceiros que atravessam 
a membrana responsáveis  por facilitar o processo de internalização e reciclagem de 
PrPc  com a proteína 1 relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade 
(LRP1) (PARKYN et al., 2008) e o proteoglicano de heparan-sulfato (HSPG) (SHYNG 
et al., 1995).  Após a endocitose constitutiva de PrPc em cerca de 60 min, a proteína 
internalizada se localiza principalmente nos endossomos, e não nos lisossomos, e a 
maioria das moléculas é reciclada para a membrana plasmática (SHYNG et al., 1993) 
.Um dos principais mecanismos descritos para a rápida internalização de PrPc é 
derivado da ligação ao íon Cu2+ na molécula, em sua região de octapeptídeos 
repetidos (resíduos 51-90). Essa interação faz com que o PrPc saia dos lipid rafts e 
seja internalizado via vesículas revestidas por clatrina, em uma velocidade 
aumentada em relação ao controle sem íons Cu2+  (PAULY & HARRIS, 1998; 
PERERA & HOOPER, 2001; TAYLOR et al., 2005; HOOPER et al., 2008). 
Uma das hipóteses levantadas pelo grupo é que ADAM23 possa estar 
envolvida na internalização da PrPc na presença e ausência de cobre, uma vez que 
ambas as moléculas interagem entre si e estão presentes nos domínios da membrana 
plasmática das balsas lipídicas. Para testar essa e outras hipóteses discutidas neste 
trabalho se mostrou necessário primeiramente caracterizar o perfil de internalização 
















3.1 ALINHAMENTO COMPARATIVO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG, 
PCMV6-ADAM23V2-FLAG E PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL) 
 
Foi realizado um alinhamento comparativo das sequências de aminoácidos 
preditas, resultantes da expressão dos vetores PCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG, 
(Variante 1, NM_001177600), PCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG (Variante 2 
,NM_011780) (Origene) obtidas no site da do fabricante e PCDNA3.1-ADAM23-HA 
(sequência CAL, CAL et al., 2000), previamente sequenciada no laboratório, através 
do software Snapgene 4.0. Em adição, as sequências previamente mencionadas 
foram inseridas separadamente na plataforma Web Basic Local Alignment Search 
Tool (BLASp, National Library of Medicine), (ALTSCHUL et al., 1990, 1997). 
 
3.2 ANÁLISE DE HIDROFOBICIDADE DOS VETORES SEGUNDA A ESCALA KYTE 
& DOOLITTLE 
 
  As sequências de aminoácidos preditas, resultantes da expressão dos 
vetores PCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG e 
PCDNA3.1-ADAM23-HA também foram avaliadas segundo a hidrofobicidade dos 
seus aminoácidos pela escala Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASy (SIB, 
Swiss Institute of Bioinformatics) (KYTE & DOOLITTLE, 1982). 
 
3.3 CULTURA CELULAR  
 
O cultivo da linhagem celular de neuroblastomas murino (N2A) foi realiza em 
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium, (DMEM, Gibco) acrescido de 2 mM de L-
glutamina, 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 10 mM NaHCO3 (1,5 g/l), 0,1 mM 
aminoácidos não essenciais (Invitrogen), 1,0 mM de piruvato de sódio (pH 7,2) 1% 
Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen). 
A linhagem celular de rim de embrião humano 293  SV40 (HEK293-T) foi 
cultivada com meio Minimum Essential Medium (MEM, Cultilab) completo contendo 2 
mM glutamina, 10% (v/v) de SFB (soro fetal bovino, Cultilab), 10 mM NaHCO3 (1,5 
g/l pH 7,2), 1% Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen). 
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As linhagens foram cultivadas incubadora com 5% de CO2 a 37ºC. A 
manutenção das células foi feita através subcultivos em cerca de 70% de confluência  
com PBS-EDTA e 0,25% (v/v) de tripsina (Gibco). 
 
3.4 TRANSFECÇÃO DE CÉLULAS HEK-293T POR PRECIPITAÇÃO COM CÁLCIO 
 
As células HEK-293T foram transfectadas com os plasmídeos comerciais 
pCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG e pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG, capazes de 
expressar a ADAM23 murina full-length, e com o plasmídeo pcDNA3.1-ADAM23-HA 
que codifica para a ADAM23 humana, por co-precipitação de fosfato de cálcio. Uma 
alíquota 12 μg do plasmídeo foi adicionado em de 750μl de água ultrapura estéril, 
seguido de 250μl de solução CaCl2 1M e 1.000μl de solução BBS 2X concentrada (50 
mM BES; 280 mM NaCl; 1 mM Na2HPO4; pH 6,95). Após cinco minutos de incubação 
à temperatura ambiente, foram adicionados 8 ml de meio MEM. A suspensão foi 
adicionada a placas de Petri de 100cm2 contendo as células com confluência de 
aproximadamente 60-70%. As placas foram incubadas durante 5 horas em 
incubadora úmida a 37ºC com 5% CO2. Após o tempo de incubação, o meio foi 
removido e a placa foi lavada com 5ml de PBS. Em seguida, adicionou-se 8ml de 
meio MEM. As placas foram mantidas em estufa úmida a 37ºC com 5% CO2 por 48 
horas. 
 
3.5 ENSAIO DE IMUNOPRECIPITAÇÃO DAS ISOFORMAS DE ADAM23 POR 
PROTEÍNA A/G SEPHAROSE CONJUGADA AO MONOCLONAL ANTI-ADAM23 
 
As células HEK293-T  transfectadas com os vetores pCMV6-ADAM23V1-
Myc-FLAG e pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG e com o plasmídeo pcDNA3.1-
ADAM23-HA foram lavadas três vezes e removidas das placas mecanicamente com 
jatos de PBS, centrifugadas por 3 min. a 605 xg. O sobrenadante foi descartado e as 
células foram submetidas a banho de gelo (30 min.) e lise mecânica com seringa (26G 
x ½”) em tampão de lise não desnaturante (20mM Tris HCl, 137mM NaCl, 1% Triton 
x-100, 2mM EDTA) com coquetel de inibidores de proteases (Roche). 
Uma mistura de 50μl de α-sepharose e 50μl (GE Healthcare) de -sepharose 
(GE Healthcare) foram equilibradas com três lavagens de 2 min. a 2419 xg e 
incubadas com 1μg de DL11C8 purificado (α-ADAM23, BORGONOVO et al., 2018) 
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ou 1μG de uma IgG irrelevante (Mouse IgG Isotype Control, Invitrogen). O volume foi 
completado para 1 ml com o mesmo tampão de lise e incubadas por 4 horas a 4ºC 
em agitação. Após o período de incubação as resinas foram novamente lavadas 
conforme descrito, e foi adicionado 1 mg de extrato celular, a mistura foi incubada a 
4ºC por 16 horas em agitação.  Em seguida foram realizadas 3 lavagens da resina 
com o tampão de lise e adicionou-se a cada amostra 20μl de tampão de amostra 2,5 
X redutor (contendo β-mercaptoetanol). As amostras foram desnaturadas a 95 ºC por 
10 minutos e centrifugadas a 19.000 xg por 3 minutos. O eluato foi coletado e 
analisado por SDS-PAGE e immunoblotting. 
 
3.6 TRANSFECÇÃO DE CÉLULAS N2A 
 
 Células N2A foram transfectadas com o vetor de expressão pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG através de transfecção em suspensão com Lipofectamine 
3000 (Invitrogen) em OPTI-MEM (Invitrogen). 
Células N2A foram lavadas com PBS-EDTA e incubadas com tripsina por 5 
minutos. A essa solução foi adicionado meio DMEM contendo SFB, para que 
ocorresse a inibição da enzima tripsina e a dispersão celular foi submetida a uma 
centrifugação (605 xg) por 3 minutos. Após a centrifugação as células foram 
suspensas em meio DMEM e contadas na câmara de Neubauer. Em paralelo uma 
solução de Lipofectamine 3000 (5 μL/placa) com o plasmídeo pCMV6-ADAM23V2-
Myc-FLAG (2,5 μg/placa) em OPTI-MEM foi preparada e incubada por 20 minutos. As 
células (4x105/placa) foram adicionadas à solução que foi subsequentemente 
depositada em placas de petri. As placas foram mantidas em eincubadora úmida a 
37ºC com 5% CO2 por 48 horas.  
 
3.7 ENSAIO DE ENDOCITOSE MEDIANTE BIOTINILAÇÃO DA SUPERFÍCIE 
CELULAR 
 
Células N2A transfectadas com o plasmídeo pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG 
e encubadas por 48 horas foram aclimatadas a 4ºC por 15 minutos (com o intuito de 
pausar a internalização de proteínas), lavadas três vezes com PBS++ (PBS, acrescido 
de 1,5mM MgCl2, 0,2mM CaCl2, pH 8.2) por dois minutos e incubadas com 0.3 mg/mL 
EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce, Thermo Scientific) por 30 minutos a 4ºC 
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(Figura 3). Após a incubação as placas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com uma 
solução de bloqueio glicina 100 mM (GE, Healthcare), que se liga à biotina livre 
bloqueando-a.  
Após o bloqueio foi adicionado PBS (pH 7,4) a 37 ºC e as células foram 
incubadas a 37ºC 5% CO2, em diferentes tempos (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120 
minutos), promovendo a internalização de proteínas de superfície celular. As células 
foram lavadas com PBS++ a 4ºC, e tratadas com Tampão L-Glutationa reduzida 
(80mM NaOH, 50mM L-GSH, 75mM NaCl, 1% BSA, pH 8,6) 3 vezes por 30 minutos, 
para que ocorresse o desligamento da biotina das proteínas não internalizadas 
(Figura 3).  As células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS++ para remoção 
do excesso de tampão redutor e submetidas à lise por banho de gelo em tampão de 
lise (140 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% Deoxycholate, 10mM Tris-HCl pH 8.0, 1% Triton 
x-100 , 10% Glicerol) contendo coquetel de inibidores de protease (ROCHE).  
 
FIGURA 3 - ILUSTRAÇÃO DO PROTOCOLO DE ENDOCITOSE MEDIANTE BIOTINILAÇÃO DA 
SUPERFÍCIE CELULAR.  
 
Células N2A transfectadas com o plasmídeo pCMV6-ADAM23V2-FLAG (Origene) foram aclimatadas 
a 4ºC por 15 minutos, lavadas três vezes com PBS++( PBS acrescido de 1,5mM MgCl2, 0,2mM CaCl2, 
pH 8.2) por dois minutos e incubadas com biotina EZ-Link-sulfo-LC Hydrazide-Biotin (Thermo 
Scientific) por 30 minutos a 4ºC. Após a incubação com a biotina as placas foram lavadas 3 vezes por 
5 minutos com uma solução de bloqueio (glicina 100mM). Após o bloqueio foi adicionado PBS (pH 7,4) 
a 37 ºC e as células foram encubadas a 37ºC 5% CO2, em diferentes tempos (0, 15, 30, 45, 60 
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minutos), com o intuito de pausar a internalização de proteínas de superfície celular. As células foram 
lavadas com PBS++ a 4ºC, e tratadas com Tampão Glutationa reduzida. 
Fonte: A autora, adaptado de GABRIEL.; STEVENS.; MELIKIAN (2009). 
 
Os extratos foram submetidos 3 vezes ao vórtex por 20 segundos em 
intervalos de 10 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 18928 
xg, e o sobrenadante foi recolhido e submetido à dosagem de proteínas pelo método 
de Bradford. 50ug de cada lisado foi submetida à cromatografia de afinidade com 
200μl de resina Avidina-Agarose (Thermo Scientific Pierce) por 2 horas (Figura 3). A 
resina Avidina-Agarose foi previamente lavada por 2 vezes em PBS (pH7,4) e uma 
vez com o mesmo tampão de lise. 
Após a incubação do lisado, foram realizadas 3 lavagens da resina com o 
tampão de lise previamente mencionado. Em seguida, adicionou-se a cada amostra 
20μl de tampão de amostra 2,5 X redutor (contendo β-mercaptoetanol) e as amostras 
foram desnaturadas a 95 ºC por 10 minutos e centrifugadas a 19.000 xg por 3 minutos. 
O tampão de amostra juntamente com a alta temperatura levam ao desligamento das 
proteínas da resina. O eluato foi coletado e analisado por SDS-PAGE e 
immunoblotting. (protocolo adaptado de (GABRIEL et al., 2009; STAUTZ et al., 2012). 
As imagens foram analisadas e a ADAM23 internalizada foi quantificada com o 
software ImageJ FIJI e o gráfico foi elaborado com o software GraphPad Prism 7. 
 
3.8 AVALIAÇÃO DE ESTABILIDADE (MEIA-VIDA) PROTEICA  
 
De modo a avaliar a meia-vida da proteína ADAM23, 4x105 células N2A foram 
tratadas com cicloheximida (100 μM) e incubadas até 24h (t = 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 
horas). Após o período de incubação as células foram lisadas (140 mM NaCl, 1mm 
EDTA, 0,1% Deoxicolato, 10mm tris-HCl ph 8.0, 1% Triton x-100, 10% Glicerol), 
quantificadas por ensaio de Bradford e submetidas às técnicas de SDS-PAGE e 
immunoblotting. 
 
3.9 WESTERN BLOT  
 
As concentrações totais de proteínas do N2A e  foram sempre medidos pelo 
kit de reagentes Bradford protein assay (Bio-Rad). Os extratos celulares foram 
resolvidos com SDS-PAGE a 10%, seguido de transferência para membrana de 
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nitrocelulose com uma célula de eletrotransferência semi-seca (Bio-Rad). Após 
bloqueio com BSA a 2% em tampão salino-Tween tamponado com Tris por 1 hora, 
as membranas foram incubadas por 16h a 4°C sob agitação com o sobrenadante da 
cultura de hibridoma DL11C8, contendo anticorpos monoclonais contra ADAM23. 
Após várias lavagens, as membranas foram incubadas com IgG-HRP anti-
camundongo (Sigma) por 1h à temperatura ambiente. A reação foi desenvolvida com 
o kit quimiluminescente SuperSignal® West Pico ECL (Thermo Scientific) e filmes 
Carestream Medical X-ray Green / MXG Film (Kodak). 
 
3.10 ENSAIO DE RECICLAGEM DE PROTEÍNAS MARCADAS COM ANTICORPO 
ANTI-ADAM23 (DL11C8) 
 
Para o ensaio baseado na reciclagem de proteínas marcadas co 
m anticorpos, células N2A foram transfectadas com 1 μg por poço de pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG,  plaqueadas em lamínulas de vidro (2x105 células por poço) 
e cultivadas por 48 h. As células foram incubadas com o anticorpo anti-ADAM23 
(DL11C8) por 1 h a 37°C, para que ocorresse a internalização de ADAM23. O 
anticorpo não ligado e não internalizado foi removido por uma breve lavagem (2 vezes 
por 30 segundos) em tampão glicina (0.2M glicina, 0.15M NaCl, pH 3.0) e depois duas 
vezes em DMEM regular. As células foram  marcadas com o anticorpo secundário 
anti-mouse secundário 488 (diluição de 1:400)  por 1 h a 37 °C e a etapa de lavagem 
com tampão glicina ácido foi repetida, assim como a lavagem em DMEM. Os controles 
incluíram amostras mantidas a 4 °C com ou sem lavagem em tampão glicina ácido. 
As células foram fixadas em PFA a 2% com PBS Triton X-100 a 0,1% por 30 minutos. 
Os núcleos foram corados com DAPI em PBS (1 mg / ml). As imagens foram 
adquiridas com um microscópio confocal a laser Nikon A1R MP + (Confocal 










FIGURA 4 -ENSAIO DE RECICLAGEM DE PROTEÍNAS MARCADAS COM ANTICORPO ANTI-
ADAM23 (DL11C8) 
 
Células N2A foram transfectadas com pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG plaqueadas em lamínulas de 
vidro e cultivadas por 48 h. As células foram incubadas com o anticorpo anti-ADAM23 (DL11C8) por 1 
h a 37°C, para que ocorresse a internalização de ADAM23. O anticorpo não ligado e não internalizado 
foi removido por uma breve lavagem em tampão glicina ácido e depois duas vezes em DMEM regular. 
As células foram marcadas com o anticorpo secundários anti-mouse secundário 488 (diluição de 1:400) 
por 1 h a 37 °C e a etapa de lavagem com tampão glicina ácido foi repetida, assim como a lavagem 
em DMEM. Os controles incluíram amostras mantidas a 4 °C com ou sem lavagem em tampão glicina 
ácido. Em roxo o núcleo celular; em azul o anticorpo anti-ADAM23 (DL11C8); em vermelho anticorpo 
secundário anti-mouse secundário 488. 




















4 RESULTADOS  
 
4.1 AS VARIANTES 1 E 2 DE ADAM23 (ORIGINE) POSSUEM DIVERGÊNCIAS na 
SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS REFERENTE AO DOMÍNIO CITOPLASMÁTICO.   
 
Para a realização desse projeto foram adquiridos vetores comerciais 
codificantes para a proteína ADAM23, pCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG e pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG (ORIGENE). Através do alinhamento comparativo das 
sequências de aminoácidos preditas, resultantes da expressão dos vetores pCMV6-
ADAM23V1-Myc-FLAG, pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG (obtidas no site do 
fabricante) e pCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL et al., 2000) (sequência previamente 
sequenciada no laboratório) (Figura 5) é possível notar uma grande similaridade entre 
os aminoácidos das três sequências. Variante 2 e CAL possuem a mesma sequência 
de aminoácidos nas regiões  de membrana (LIIGSIAGAILVAAIVLGGTG) e cauda 
citoplasmática (WGFKNVKKRRFDPTQQGPI), a Variante 1 por sua vez apresenta 
diferença em quase todos os  aminoácidos dessa mesma região em relação a 
Variante 2 e CAL (Figura 6, marcações em roxo). O inserto CAL apresenta diferenças 
pontuais nos aminoácidos referentes a outros domínios proteicos das sequências 
Variante 1 e Variante 2, que exceto os domínios de cauda citoplasmática e 
transmembrana possuem sequência aminoacídica idênticas. 
O BLASTp relacionou  a sequência de aminoácidos preditas, resultantes da 
expressão do vetor Variante 2 com a sequência disintegrin and metalloproteinase 
domain-containing protein 23 preproprotein de Mus musculus (NP_035910.1). O 
critério de avaliação para identificar as sequências foi a porcentagem de identidade. 
A porcentagem de identidade da Variante 2 com pré-ADAM23 de Mus musculus foi 
de 100%. A Variante 1 foi relacionada com disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 23 isoform X1  de Mus caroli (XP_029333382.1) com 97.86% de 
porcentagem de identidade entre as sequências, sendo a ADAM23 X1 de Mus caroli 
a única sequência, encontrada no banco de dados, com cauda citoplasmática e 




A sequência CAL corresponde a disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 23 preproprotein  de Homo sapiens (NP_003803.1), com 
porcentagem de identidade de 100%, como esperado.  
 
FIGURA 5 - ALINHAMENTO COMPARATIVO ENTRE AS SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDO 
RESULTANTES DA EXPRESSÃO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-
FLAG (ORIGENE) E PCDNA3.1-ADAM23-HÁ (CAL ET AL., 2000) 
 
 
Foi realizado um alinhamento comparativo entre as sequências de aminoácido resultantes da 
expressão dos vetores PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (Origene) e PCDNA3.1-
ADAM23-HÁ (CAL et al., 2000) através do software Snapgene 4.0. É possível ver diferenças 
(marcações em roxo/laranja) entra a composição de aminoácidos das três sequencias. Os blocos em 
vermelhos representam regiões com aminoácidos idênticos entre as três sequências e os blocos azuis 
representam regiões onde existe ausência de aminoácidos em relação a outra sequência.  




4.2 AS SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS PREDITAS, RESULTANTES DA 
EXPRESSÃO DOS VETORES APRESENTAM DIFERENTES PERFIS DE 
HIDROFOBICIDADE EM SUA PORÇÃO C-TERMINAL 
 
Quando avaliadas segundo a hidrofobicidade dos seus aminoácidos pela 
escala Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASy (SIB, Swiss Institute of 
Bioinformatics) as sequências de aminoácidos preditas, resultantes da expressão dos 
vetores apresentaram diferenças entre a hidrofobicidade de aminoácidos nas regiões 
intermembrana e cauda citoplasmática (Figura 6, região marcada em vermelho). As 
Variante 2 (B) e CAL (C) tiveram o mesmo perfil em toda a sequência, possuindo 
porções intermembranas hidrofóbica (região marcada em vermelho). A Variante 1 (A), 
por sua vez, apresentou perfil hidrofílico em sua porção predita como intermembrana 
(região marcada em vermelho). 
 
FIGURA 6 – COMPARAÇÃO ENTRE O PERFIL HIDROFÓBICO DAS SEQUÊNCIAS DE 
AMINOÁCIDO RESULTANTES DA EXPRESSÃO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG, 
PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL ET AL., 2000) 
 
As sequências de aminoácidos preditas, resultantes da expressão dos vetores apresentaram 
diferenças entre a hidrofobicidade de aminoácidos nas regiões intermembrana e cauda citoplasmática 
(Figura 6, região marcada em vermelho). A. PCMV6-ADAM23V1-FLAG (Origene), B. PCMV6-
ADAM23V2-FLAG (Origene), C. PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL et al., 2000).  
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FONTE: A autora através da Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASy (SIB, Swiss Institute of 
Bioinformatics (2018) 
 
4.3 AVALIAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE EXPRESSÃO DE ADAM23 PELOS VETORES 
PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNA3.1-
ADAM23-HA (CAL ET AL., 2000). 
 
Para avaliar a expressão adequada da proteína ADAM23 em linhagens 
celulares de mamíferos, 60μg de lisados de células HEK-293T transfectadas com os 
vetores previamente mencionados, foram submetidos a reações de 
imunoprecipitação com a resina anti-ADAM23-Sepharose (produzida no laboratório). 
Foi possível observar que com a super expressão da Variante 2 da ADAM23 
(figura 7, linha V2 input) ambas as formas de 70 e 100 kDa foram imunoprecipitadas 
(figura 7, linha V2 ip). A variante 1 da ADAM23 (figura 7, linha v1 input) e a variante 
CAL (Figura 7, Linha CAL imput) super expressam apenas a forma não-processada 
de 100 kDa, nas células HEK2393-T, e estas também foram eficientemente 
imunoprecipitadas (figura 7, linha v1 ip, linha CAL ip). Como controle negativo foram 
utilizados extratos de células HEK2393-T não-transfectadas, que expressam pouca 
ou nenhuma ADAM23 endógena (Figura 7, linha nt ip).  
 
FIGURA 7 - AVALIAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE EXPRESSÃO DE ADAM23 PELOS VETORES 
PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL 
ET AL., 2000). 
 
Imunoprecipitação (IP) das Variantes de ADAM23 presentes no extrato de células HEK-293T 
transfectadas. V1: ADAM23 decorrente da transfecção com pCMV6-ADAM23V1-FLAG; V2: ADAM23 
decorrente da transfecção com pCMV6-ADAM23V2-FLAG; CAL: ADAM23 decorrente da transfecção 
com pcDNA3.1-ADAM23-HA; NT: controle negativo células HEK-293T não-transfectadas. Input: 
controles com extratos não imunoprecipitados. No extrato de células transfectadas com a Variante 2 
foi possível detectar ADAM23 madura (70 kDA) e imatura (100 kDA), tanto no input quanto no 
imunoprecipitado. Reações com anti-ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anticorpo 
secundário anti-mouse HRP (1:4.000). 




4.4 ADAM23 É TEMPORARIAMENTE REDISTRIBUÍDA ENTRE A MEMBRANA 
PLASMÁTICA E COMPARTIMENTOS DO CITOSOL   
 
Com o intuito de estudar a cinética de internalização de ADAM23 foram 
realizados ensaios empregando a biotinilação de proteínas de superfície celular como 
estratégia para o acompanhamento temporal da sua incorporação pela célula. O 
reagente de derivatização NHS-SS-Biotin não é permeável a membrana celular e 
contém uma ligação dissulfeto sensível a agentes redutores, permitindo assim que 
apenas proteínas presentes na face extracelular da membrana plasmática sejam 
marcadas por biotina e que esta possa ser convenientemente removida, dependendo 
do desenho experimetal. 
As proteínas não internalizadas em diversos pontos temporais tiveram sua 
biotina removida através da redução do dissulfeto através de tratamento com agente 
redutor glutationa reduzida. No experimento de internalização é fundamental que 
após a entrada das moléculas biotiniladas nas células, aquelas que permaneceram 
no ambiente extracelular tenham a etiqueta de biotina eficientemente removida, 
permitindo a comparação entre a população de proteínas endocitadas, em dado 
tempo da curva, com o total de moléculas marcadas com biotina (Figura 8, TB). 
Células submetidas à biotinilação, mantidas a 4ºC e tratadas com agente redutor 
foram empregadas como controle da eficiência de remoção de biotina das proteínas 
não internalizadas. Este mesmo ponto experimental pode ser considerado como o 
tempo 0 minuto na curva da cinética de internalização. Vários autores descrevem a 
glutationa-reduzida (GSH) como um agente redutor eficiente para a remoção da 
biotina conjugada às proteínas de superfície celular (CIHIL; SWIATECKA-URBAN, 
2003; STAUTZ et al., 2012), apesar de TCEP  (tris(2-carboxietil)fosfina)  também ter 
sido utilizado por outros grupos (GABRIEL.;STEVENS.; MELIKIAN, 2009). 
ADAM23 70kDa biotinilada presente em compartimentos intracelulares foram 
detectadas após 15 minutos a 37 ºC (Figura 8, banda 15 min), a quantidade da 
proteína nestes compartimentos aumentou nos tempos subsequentes até o último 
ponto analisado (Figura 8, 60 min). ADAM23 não foi detectada nos pontos temporais 
5 e 10 minutos (dados não mostrados) ou no controle mantido a 4ºC (tempo 0, coluna 
C). Um décimo do extrato celular total (TLC) foi usado como controle do carregamento 
de proteínas em cada ponto temporal, a partir da detecção direta de ADAM23 e β-
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actina. Este controle de carregamento proteico (Figura 8, actina, painel inferior) e 
transfecção (Figura 8, ADAM23, painel intermediário) evidenciam que quantidades 
muito semelhantes e comparáveis de proteína foram empregadas em cada ponto 
experimental. Como esperado, tanto ADAM23 70 kDA quanto ADAM23 100 kDa 
foram detectadas no lisado total (BORGONOVO et al., 2018) porém somente  
ADAM23 70 kDa foi detectada na superfície celular, indicando a prevalência, se não 
a exclusividade, de ADAM23 matura (70 kDa) presente na superfície celular nessas 
condições experimentais (Figura 8, painel superior). 
 
FIGURA 8 -  ADAM23 É REDISTRIBUÍDA TEMPORALMENTE DA MEMBRANA PLASMÁTICA 
PARA OS COMPARTIMENTOS DO CITOSOL. 
A                                                                  B 
 
Células N2A transfectadas foram biotiniladas a 4ºC e perseguidas a 37°C por vários pontos temporais. 
(A) A biotina acoplada a dissulfeto das proteínas não internalizadas foi reduzida e removida da 
superfície celular através do uso de um tampão contendo L-glutationa. Os lisados celulares totais foram 
incubados com estreptavidina-agarose e analisados através de SDS-PAGE. Os controles foram 
ADAM23 biotinilada na superfície total a 0 min (TB) e células mantidas a 4°C (4 °C, C). Um décimo do 
lisado celular total (TCL) foi testado contra anticorpos anti-ADAM23 (painel do meio) e anti-actina 
(painel inferior) como controles de carregamento de amostras. Os anticorpos usados foram o anti-
ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anti-β-actina (1:10.000) e o anticorpo secundário anti-
mouse HRP (1:4.000). (B) O gráfico representa a quantidade de ADAM23 internalizada em relação ao 
total de ADAM23 na membrana plasmática no ponto inicial (TB). O gráfico é um resultado 
representativo de três experimentos independentes. As bandas foram desnsitometradas através do 
software FIJI ImageJ e o gráfico foi construído no software GraphPad Prism 7. 












4.5 ADAM23 É RECICLADA DOS COMPARTIMENTOS INTRACELULARES PARA 
A MEMBRANA PLASMÁTICA 
 
Como observamos que uma fração de ADAM23 da superfície celular  foi 
constitutivamente internalizada ao longo do tempo (Figura 8), concluímos que  
ADAM23 também poderia ser reciclada para a membrana plasmática. Para verificar 
essa possibilidade, foi empregado um ensaio baseado em anticorpos para rastrear a 
reciclagem de receptores entre a membrana plasmática e os compartimentos internos 
(MITCHELL et al., 2004; STAUTZ et al., 2012). Células N2A transfectadas com 
plasmídeo Variante 2 foram incubadas com o anticorpo DL11C8 e mantidas a 37ºC. 
O anticorpo restante na superfície celular foi removido por lavagem ácida. Em 
seguida, as células foram incubadas com um anticorpo secundário marcado com 
fluorescência a 37ºC, após 1 hora foram retiradas novamente com uma solução ácida, 
fixadas e processadas para análise microscópica confocal. Assim, os sinais 
intracelulares fluorescentes permanecem apenas na molécula ADAM23 que se 
apresentou duas vezes na superfície celular, e portanto foram recicladas. 
As células mantidas a 4ºC e não lavadas com uma solução ácida (Figura 9, 
Sem strip 4ºC) apresentaram apenas padrão de imunomarcação de superfície celular 
com ADAM23, não indicando a internalização da proteína. Por outro lado, quando as 
células foram lavadas com uma solução ácida (Figura 9, Strip 4ºC), todos os 
imunocomplexos ADAM23/DL11C8 foram removidos da superfície celular e, 
consequentemente, nenhum sinal de fluorescência foi detectado. Paralelamente, as 
células mantidas a 37ºC  e incubadas com os anticorpos primário e secundário e 
nenhuma remoção de ácido apresentaram membrana plasmática e ADAM23 
intracelular (Figura 9, Sem strip, 37ºC). No entanto, quando lavagens ácidas foram 
incluídas em um conjunto experimental paralelo (Figura 9, Strip, 37ºC), foi observado 
um desaparecimento dramático da imunomarcação de ADAM23 na superfície celular 
e apenas ADAM23 reciclada pôde ser detectada no meio intracelular, indicando a 







FIGURA 9 - ADAM23 É RECICLADA DOS COMPARTIMENTOS INTRACELULARES PARA A 
MEMBRANA PLASMÁTICA. 
 
Células N2A foram transfectadas transientemente com ADAM23 e incubadas com o anticorpo 
monoclonal DL11C8 por 2h a 4ºC. O imunocomplexo ADAM23/DL11C8 foi deixado na superfície da 
célula (Sem strip, 4ºC) ou retirado por lavagem ácida (Strip, 4ºC). As células foram então incubadas 
por mais 1 hora a 37 °C com anticorpo secundário conjugado com Alexa488 contra IgG de 
camundongo. Os complexos de anticorpos da superfície celular foram removidos subsequentemente 
(Strip, 37ºC) ou não (Sem strip, 37ºC). Como o sinai fluorescentes no grupo Strip 37ºC permanece 
apenas em moléculas que se apresentaram duas vezes na superfície celular, é possível concluir que 
ADAM23 é reciclada dos compartimentos intracelulares para a membrana plasmática de forma 
constitutiva. As amostras foram fixadas e processadas para microscopia confocal. Núcleos marcados 
com DAPI (1 μg / μl). Barra de escala = 5 μm.  
FONTE: A autora (2019). 
 
4.6 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE (MEIA-VIDA) DA PROTEÍNA ADAM23 
 
De modo a avaliar a meia-vida da proteína ADAM23, células N2A foram 
tratadas com cicloheximida, inibidor da síntese de proteínas em eucariotos produzida 
pela bactéria Streptomyces griseus. Os resultados obtidos não mostram uma 
diminuição significativa de ADAM23 após 24 horas de tratamento, sugerindo que esta 











FIGURA 10 - ADAM23 É UMA PROTEÍNA DE VIDA LONGA 
   A                                                                  B 
 
Extratos de células N2A transfectadas com o vetor pCMV6-ADAM23V2-FLAG e tratadas (B, 
CICLOHEXIMIDA) ou não (A, CONTROLE) com cicloheximida (t= 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24h). Os 
Resultados obtidos não mostram uma diminuição significativa de ADAM23 (70 kDa) após 24 horas de 
tratamento, em relação ao controle, mas é possível ver uma diminuição progressiva no controle β-
actina. Reações com anti-ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anti-β-actina (1: 5.000), 
anticorpo secundário anti-mouse HRP (1:4.000). 





































ADAM23 é um membro cataliticamente inativo da família ADAM, suas 
principais funções são  relacionadas às propriedades de adesão neural sináptica em 
associação às proteínas da família LGI1. (WANG et al., 2017; HIVERT et al., 2019; 
LANCASTER et al., 2019). Embora o perfil de internalização e o tráfego de proteínas 
tenham sido estudadas para alguns membros catalíticos da família ADAM, quase 
nada se sabe sobre membros não catalíticos. Tendo em vistas a importância e a alta 
expressão de ADAM23 no sistema nervoso (SAGANE et al., 1998; 1999; LEIGHTON 
et al., 2001; MITCHELL et al., 2001; GOLDSMITH et al., 2004; LIN et al., 2008; 
OWUOR et al., 2009; DHAUNCHAK et al., 2010; MARKUS et al., 2011; KEGEL et al., 
2014) e seu papel no transporte retrógrado de LGI1 (HIVERT et al., 2019) decidimos 
estudar a redistribuição de ADAM23 do espaço extracelular para o citoplasma. Neste 
trabalho mostramos que ADAM23 super expressa em células N2A sofre 
internalização constitutiva da membrana plasmática para os compartimentos do 
citosol, sendo capaz de reciclar de volta à superfície celular. Ainda, dados 
preliminares apresentados neste estudo sugerem que ADAM23 é uma proteína de 
vida longa. 
Múltiplas ADAMs são expressas em diferentes isoformas, resultantes de 
splicing alternativo. Por exemplo, ADAM29 (SAGANE et al., 1998), ADAM22 
(SAGANE et al., 1998; GODDE et al., 2007) e ADAM30 (CERRETTI et al., 1999) têm 
de duas a três formas que variam no comprimento de suas caudas citoplasmáticas, 
embora não tenham sido relatadas diferenças funcionais nessas isoformas. Em outras 
ADAMs o splicing alternativo produz isoformas com atividades diferentes entre si. Um 
motivo comum entre as proteínas desta família é a produção de uma ou duas 
isoformas ligadas a membrana e uma isoforma secretada, sendo encontrado na 
ADAM9, ADAM10, ADAM12, ADAM28 e ADAM8. (SEALS & COURTNEIDGE, 2003). 
Há evidências de que os genes adam11, adam33 e adam23 produzam produtos de 
splicing alternativo (KATAGIRI et al., 1995; VAN EERDEWEGH et al., 2002; SUN et 
al., 2004). 
São propostas três isoformas de splicing alternativo para o gene ADAM23 
humano: ADAM23-alfa (sequência canônica), ADAM23-beta e ADAM23-gama. Estas 
isoformas variam somente nos domínios transmembranares, que possuem diferentes 
composições de aminoácidos. As proteínas ADAM23 codificadas pelas isoformas alfa 
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e beta são presas à membrana por diferentes domínios transmembranares 
(codificados pelo exon 26 na isoforma alfa e pelo exon 25 na isoforma beta) e prevê-
se que tenham localizações distintas de subdomínios da membrana. A ADAM23-
gama é gerada ausência dos exons 25 e 26 e, portanto, não possui o domínio 
transmembranar sendo possivelmente uma isoforma segregada ou citoplasmática da 
proteína ADAM23 (SUN et al., 2004). 
Antes de iniciarmos os experimentos relacionados aos processos de 
internalização e reciclagem de N2A, achamos pertinente definir o vetor de expressão 
e o inserto mais adequado  ao estudo. Uma vez que a análise das sequências por 
BLAST, classificou o inserto CAL como pró-ADAM23 humana, e o modelo celular 
usado no estudo foi uma linhagem murina (N2A), o uso deste vetor foi considerado 
inapropriado. A sequência de aminoácidos preditas, resultantes da expressão do 
vetor Variante 2 foi caracterizada como pró-ADAM23 de Mus musculus, A Variante 1 
por sua vez, foi relacionada com ADAM23 isoforma X1 de Mus caroli. 
Interessantemente observou-se que as construções Variante 1 e CAL quando 
transfectadas em células 293 produzem apenas a forma imatura (não processada, 
100 kDA) de ADAM23.  Foi possível também observar uma diferença nos 
aminoácidos da região c-terminal das variantes 1 e 2, referente ao final dos domínios 
transmembrana e da cauda citoplasmática. No caso das variantes 1 e 2 estas 
diferenças na composição aminoacídica talvez sejam as responsáveis pela expressão 
diferencial das duas variantes. De fato, quando analisamos o pefil hidropático do 
dominio transmembrana da varante 1 observamos que o mesmo é hidrofílico e 
portanto talvez incompatível com sua inserção adequada na membrana plasmática. 
Já é bem estabelecido bioquimicamente que a inserção de receptores de membrana 
plasmática começa durante sua síntese no citoplasma através da interação do 
domínio transmembrânico hidrofóbico com a membrana no retículo endoplasmático. 
Neste contexto, uma sequencia transmembrânica com características hidrofilicas 
poderiam conduzir a um padrão aberrante de expressão, por exemplo, expressão 
ectópica do receptor (i.e. fora da membrana plasmática) ou resistência á modificações 
pós-traducionais (e.g. processamento proteolítico por furinas ou glicosilação 
aberrante). Por meio dessas observações sugerimos que a região transmembrana 
e/ou o domínio citoplasmático sejam determinantes no processamento de ADAM23. 
Curiosamente a região c-terminal da Variante 2 e da sequência CAL são idênticas, 
fato que representaria uma aparente contradição ao que foi acima discutido para as 
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variantes 1 e 2. Entretanto não pode ser desconsiderada as diferenças nas 
sequencias extracelulares da variante 2 e CAL, indicando que outros sítios presentes 
em domínos contidos nas porção extracelular do receptor são decisivos na maturação 
da proteína. 
Como já discutido nesse trabalho, algumas isoformas resultantes do 
processamento alternativo das ADAMs, não possuem a região responsável por 
ancorar a proteína na membrana, o que inviabilizaria a realização dos experimentos 
de internalização e reciclagem. Por expressar ADAM23 com domínio transmembrana, 
capaz de ser processada e gerar a proteína madura (70 kDA) a Variante 2 foi 
escolhida para superexpressar ADAM23 na linhagem celular N2A usada nos 
experimentos subsequentes. 
A abordagem experimental de marcação da superfície das células revelou 
que aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada é internalizada dentro de 60 min 
(1h), indicando que a proteína é constitutivamente internalizada a partir da membrana 
plasmática, sendo observada somente a forma madura de 70 kDA na membrana. Um 
perfil parecido com o obtido para ADAM23 foi observado para ADAM9 onde, uma 
quantidade substancial da proteína madura foi observada na membrana plasmática, 
enquanto as duas formas, pró (100 kDA) e madura (84 kDA) foram detectadas no total 
de lisados celulares. ADAM9 internalizada foi detectada logo após 15 minutos 
atingindo um platô após 30–60 minutos, sendo internalizada pela via de clatrina. 
ADAM12 super expressa em células HEK, parece atingir o pico de internalização, 
cerca de 65%, em 1 hora  e permanecer praticamente estável por 5 horas, quando 
começa a declinar. Os resultados para a internalização de ADAM12 e ADAM9 foram 
obtidos através da mesma técnica utilizada neste trabalho, ou seja, a biotinilação de 
proteínas da superfície celular (STAUTZ et al., 2012).  
Walcheck e colaboradores (2006)  apontam que ADAM17 apresenta alta 
estabilidade na membrana,  assim como ADAM12, mantendo os níveis da proteína 
na superfície celular de neutrófilos humanos inalterados por 20 horas, 
independentemente de serem estimulados por formil peptídeos derivados de 
bactérias (WALCHECK et al., 2006). Eschenbrenner e colaboradores (2020) trazem 
dados muito relevantes á discussão, demonstrando que a fração de ADAM10 
internalizado variava de acordo com a linhagem celular estudada. Por exemplo, em 
células  PC3 a internalização de ADAM10 foi de 5% enquanto em células HeLa foi de 
18%, em 1 hora a 37ºC, sugerindo que a expressão diferenciada de um conjunto 
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gênico poderia levar a diferentes taxas de internalização de proteínas da família 
ADAM. 
  Após a internalização, moléculas são direcionadas para os endossomos 
iniciais, onde são redistribuídos para diferentes destinos. Os alvos internalizados 
podem ser direcionadas para endossomos tardios  e lisossomos seguindo a via de 
degradação ou devolvidas à membrana plasmática, diretamente ou por endossomos 
de reciclagem justa nucleares (NASLAVSKY & CAPLAN, 2018). 
  ADAM12, ADAM9, ADAM10 e ADAM17 foram descritas como sendo  
internalizadas por via dependente de clatrina e distribuídas nos endossomos iniciais 
seguindo a rota de reciclagem (DOMBERNOWSKY et al., 2015; MYGIND et al., 2018; 
STAUTZ et al., 2012). Estudos mostram que ADAM10 tem seu tráfego modulado 
pelas proteínas AP2 (MARCELLO et al., 2013) e a Tspan5 / Tspan15 
(ESCHENBRENNER et al., 2020), enquanto a proteína nexina 9 (SNX9) regula a 
endocitose do ADAM9 (MYGIND et al., 2018). No conjunto, os resultados aqui 
apresentados sugerem que as ADAMs podem ter propriedades endocíticas 
semelhantes, sendo constitutivamente internalizadas e relativamente estáveis na 
membrana celular, independentemente de suas propriedades catalíticas. Ademais 
levantamos a hipótese de que ADAM23,  pode seguir vias endocíticas semelhantes 
após sua internalização. 
De fato, mostramos através de um ensaio baseado em anticorpos, que 
ADAM23 é reciclada dos compartimentos internos para a membrana plasmática, 
assim como outros membros da família. No entanto, a hipótese de que ADAM23 pode 
ser internalizada por uma via dependente de clatrina, ainda não foi esclarecida. 
Estabelecida a capacidade de ADAM23 ser internalizada e reciclada de volta 
para a membrana celular surgiu a curiosidade em avaliar a estabilidade dessa 
proteína. Observamos que ADAM23 foi detectada nos lisados de células N2A tratadas 
com cicloheximida em todos os momentos, se mantendo estável por pelo menos 24 
horas após o tratamento. Este dado indica que a proteína ADAM23 possui uma alta 
estabilidade, com meia-vida superior a 24 horas em células N2A. Estes dados vão ao 
encontro de resultados semelhantes obtidos por outros membros do grupo (Ingrid 
Souza, tese, 2020), a partir de abordagens de pulso-caça, com a marcação de 
ADAM23 por biotina ou anticorpos e o acompanhamento da expressão de ADAM23 
em diferentes tempos. Tais dados sugerem que a meia-vida de ADAM23 está situada 
entre 24-36 horas (SOUZA & OLIVEIRA et al., submetido). 
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Em células Jurkat, ADAM17 biotinilada na superfície celular apresenta meia-
vida de 8 horas (DOEDENS & BLACK, 2000), uma característica semelhante 
observada para o ADAM9 superexpresso em células MDA-MB-231 (MYGIND et al., 
2018). A meia-vida da proteína ADAM10, assim como sua fração internalizada,  varia 
de acordo com a linhagem celular analisada, variando de 5 horas em U2OS a mais 
de 8 horas em células PC3. Ademais, a expressão de um conjunto de tetraspaninas 
TspanC8 parece regular a renovação do ADAM10, através do controle do tráfego e 
da estabilidade da proteína na célula. (ESCHENBRENNER et al., 2020). Células 
HEK293VnR tratadas com cicloheximida mantiveram a mesma quantidade de 
ADAM12  por pelo menos 12 horas, apresentando a meia-vida mais longa até então 
verificada experimentalmente para membros da família ADAM (STAUTZ et al., 2012).  
Um possível motivo para a maior estabilidade de ADAM23 em relação aos 
seu familiares catalíticos, pode ser resultante da função que a proteína exerce como 
molécula adesiva (WANG et al., 2017) e de seu papel na estabilização e tráfego de 
receptores (HIVERT et al., 2019; LANCASTER et al., 2019) 
Entre vários parceiros moleculares já descritos para a proteína  ADAM23, está 
a família LGI (KIM et al., 2012; SAGANE et al., 2008)Foi relatado que LGI1 pode ligar 
ADAM23 (SAGANE et al., 2008) e atuar como uma ponte pré-sinapse, (FUKATA et 
al., 2010). Hivert e colaboradores (2019) demonstraram  que  ADAM23 se associa ao 
LGI1 ao longo da via secretora. Vesículas contendo ADAM23 (co-localizada ou não 
com LGI1) podem ser transportadas para o segmento inicial do axônio. Segundo os 
pesquisadores, estas vesículas apresentam, em sua maior parte, orientação na 
direção anterógrada (HIVERT et al., 2019). Especulamos que os resultados obtidos 
nesse estudo sobre a internalização e reciclagem de ADAM23 podem estar 












6 CONCLUSÕES  
 
 A análise das sequências por BLAST, classificou o inserto CAL como pró-ADAM23 
humana. A sequência de aminoácidos preditas, resultantes da expressão do vetor 
Variante 2 foi caracterizada como pró-ADAM23 de Mus musculus. A Variante 1 
por sua vez, foi relacionada com ADAM23 isoforma X1 de Mus caroli. 
 
 Foi possível observar uma diferença nos aminoácidos da região c-terminal das 
Variantes 1 e 2, referente ao final dos domínios transmembrana e da cauda 
citoplasmática  
 
 As construções Variante 1 e CAL quando transfectadas em células 293 produzem 
apenas a forma imatura (não processada, 100 kDA) de ADAM23.  
 
 Quando transfectada em células 293 a Variante 2 produz as formas imatura e 
matura (100 kDA e 70 kDA) de ADAM23.  
 
 O pefil hidropático do dominio transmembrana da Variante 1 é hidrofílico enquanto 
o perfil da mesma região das Variantes 1 e 2 são hidrofóbicos. 
 
 A abordagem experimental de marcação da superfície das células revelou que 
aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada é internalizada dentro de 60 min 
(1h), indicando que a proteína é constitutivamente internalizada a partir da 
membrana plasmática, sendo observada somente a forma madura de 70 kDA na 
membrana.  
 
 Através do ensaio baseado em anticorpos conclui-se que ADAM23 é reciclada dos 
compartimentos internos para a membrana plasmática. 
 
 ADAM23 foi detectada nos lisados de células N2A tratadas com cicloheximida em 
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ANEXO 1 – ARTIGO DE PRIMEIRA AUTORIA SUBMETIDO NA REVISTA 





Oi professor,Enviei a dissertação no siga, o senhor deve entrar no portal e validar o 
trabalho de conclusão.Tudo certo, dentro do possível né professor. A pandemia e o 
caos politico, e agora até os ciclones, estão cada dia mais intensos aqui no Paraná e 
no Brasil, e o pior é não poder nem protestar. O senhor está conseguindo ir para o 
laboratório normalmente? pelas noticias a situação parece estar próxima da 
normalidade na Alemanha.  
Consegui fazer o IELTS e obter 7.5, nota boa o suficiente para a maioria 
das universidades, agora estou procurando vagas e bolsas para o Doutorado, se o 
senhor encontrar alguma oportunidade por aí me avise ;).  Abraços para o senhor e 
para a professora Lia, saudades de ambos.Nat. 
